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supply plants with necessary elements  (primarily phosphorous and nitrogen),  thereby  improving 
crop productivity; however, their application is resulting in pollution with phosphates and nitrates. 

















the  major  impediment  to  the  wide‐scale  commercialization  of  beneficial  microorganisms  for 
agricultural  applications  [6].  A  possible  strategy  to  counteract  inconsistencies  due  to  varying 
environmental  conditions  is  the development of  consortial  soil  inoculants  consisting of multiple 
beneficial  organisms. The  combination  of  efficient  plant  growth  promoting microorganisms  and 
BCAs may result  in an  increased consistency of  field performance during different periods of  the 
growing season, thereby enabling a more predictable increase in crop yields [7]. 
The aim of  this study was  to assemble a consortial soil bioinoculant based on  the combined 
application of beneficial bacteria and fungi with the potential of increasing pathogen control, plant 





Szeged, Hungary  (SZMC). The Trichoderma  strains  included  in  the  study  (Trichoderma  asperellum 
SZMC  20866,  and  SZMC  20786; Trichoderma  harzianum  species  complex  (THSC) members  SZMC 














derived  from  soil  samples.  Streptomyces  microflavus  DSM  40561  was  derived  from  the  DSMZ 
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) strain collection and was included as 
control  in  the  peroxidase‐producing  assays.  Bacterial  strains were maintained  on  glucose‐yeast 
extract‐malt extract Streptomyces medium (GYM‐STR: 4 g L−1 glucose, 4 g L−1 yeast extract, 10 g L−1 
malt extract, 2 g L−1 CaCO3, and 20 g L−1 agar). 





pathogenic  fungi  were  confronted  with  the  Trichoderma  strains,  including  3  Armillaria  species 
(Armillaria mellea SZMC 23638, Armillaria ostoyae SZMC 23080, and Armillaria gallica SZMC23076), 4 




malt extract, 20 g L−1 agar). After  the  incubation period, digital photos were  taken with a Nikon 
Coolpix P7700 camera (Nikon, Tokyo, Japan) from each Petri plate, and the area visibly covered by 
















important  Trichoderma  reesei  strain  QM9414  (SZMC  22616)  were  also  compared  in  solid‐state 



























510  nm  with  a  Spectrostar  Nano  microplate  reader  (BMG  Labtech,  Ortenberg,  Germany).  All 
measurements were carried out in three replicates. 
In order to investigate the peroxidase enzyme production, dye decolorization assays were also 
performed.  For  this  purpose, we  used  STR‐IND medium  supplemented with  20  g  L−1  agar  and 
Remazol Brilliant Blue (RBB), Methyl Orange (MO), or Neutral Red (NR) dyes at a concentration of 1 
g L−1. The plates were inoculated with Streptomyces isolates with the aid of inoculation loop onto the 
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19°26’28.83” E. Three‐week‐old  tomato  seedlings were planted on 11th May, 2019. A  total of 220 
seedlings were planted  in  the  field with  40  cm  row distance  and  40  cm plant distance, with  20 
seedlings in a row. At the beginning of the experiment, a bioinoculant preparation consisting of a 
mixture  of  two  Trichoderma  strains  and  two  bacteria  was  prepared.  The  concentration  of  the 
bioinoculant was adjusted to 106 conidia mL−1 for both selected Trichoderma components, and 108 cells 












Soil sampling and analysis were carried out according  to  the  test methods prescribed by  the 
Hungarian Standard  [17,18]. The  soil  tests were  carried out by  the Felső‐Bácskai Agrolabor Ltd., 





were measured  by  a Lambda  25 UV/VIS  Spectrophotometer  (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 
according  to  the Hungarian  standards MSZ  20135:1999  and MSZ‐21470‐52:1983,  respectively. N‐
content was measured by the Kjeldahl method, K2O with flame emission spectrophotometry (FES), 
while Mg and Ca content with  flame atomic absorption spectroscopy  (FAAS) after acidic  (H2SO4‐
HClO4) digestion [19]. Samples were prepared with microwave digestion for microelement analysis 
(Cu, Mn, Zn, and Fe content) measured with FAAS [17,19,20]. 

















gallica  they even  reached 100, which means  that  the Trichoderma could completely overgrow and 
inhibit these plant pathogens. Except for T. atrobrunneum SZMC 20869 and T. virens SZMC 20779, all 
other Trichoderma  strains  could  completely  inhibit  the R.  solani  strain SZMC  6252J. Based on  the 
results, strain T. asperellum SZMC 20786 was selected as the potential biocontrol component of the 
soil inoculant. 
Eight  Trichoderma  strains  were  included  in  the  screening  for  cellulose‐degrading  and 
phosphatase‐producing  abilities  (Figure  2).  High  levels  of  β‐glucosidase  and  cellobiohydrolase 
enzyme activities could be measured  in  the case of  three Trichoderma strains, which  included  two 
isolates of THSC  (T. guizhouense SZMC 20761, T. atrobrunneum SZMC 20869) and one  isolate of T. 
hamatum (SZMC 20784). The cellulolytic activities of SZMC 20869 were inducible with maize stem 





























































SZMC 20866  79.77 ± 1.22  83.71 ± 1.35  71.38 ± 3.04  75.61 ± 5.35  33.91 ± 6.67  100.00 ± 0.00  100.00 ± 0.00  64.32 ± 0.53  81.36 ± 1.26  100.00 ± 0.00  100.00 ± 0.00 
T. asperellum   
SZMC 20786  77.76 ± 0.96  83.50 ± 6.97  88.84 ± 5.48  85.76 ± 2.12  47.68 ± 5.22  92.33 ± 3.51  100.00 ± 0.00  65.77 ± 1.42  80.63 ± 0.50  100.00 ± 0.00  100.00 ± 0.00 
T. atroviride   
SZMC 20780  62.41 ± 2. 90  63.39 ± 5.10  37.63 ± 2.15  51.19 ± 0.96  93.76 ±2.89  100.00 ± 0.00  100.00 ± 0.00  51.43 ± 0.42  59.21 ± 1.37  100.00 ± 0.00  100.00 ± 0.00 
T. atroviride   
SZMC 20781  63.91 ± 0.76  71.32 ± 4.40  39.93 ± 2.14  48.39 ± 2.53  97.43 ± 3.07  98.02 ± 2.00  100.00 ± 0.00  54.16 ± 0.27  56.82 ± 1.20  100.00 ± 0.00  100.00 ± 0.00 
T. gamsii   
SZMC 20783  60.82 ± 1.42  67.42 ± 0.79  39.97 ± 1.74  59.36 ± 1.34  82.21 ± 9.56  100.00 ± 0.00  100.00 ± 0.00  49.22 ± 2.06  60.14 ± 0.75  50.70 ± 7.26  100.00 ± 0.00 
T. hamatum   
SZMC 20784  68.22 ± 0.73  64.10 ± 0.67  47.88 ± 1.75  62.52 ± 0.63  96.71 ± 3.41  97.00 ± 0.00  92.75 ± 2.95  61.28 ± 1.38  67.96 ± 1.19  46.82 ± 1.06  100.00 ± 0.00 
T. guizhouense 
SZMC 20761  63.02 ± 5.40  58.81 ± 1.72  63.39 ± 1.69  64.92 ± 0.87  96.70 ± 3.23  99.93 ± 0.11  100.00 ± 0.00  60.77 ± 1.06  61.19 ± 1.35  44.20 ± 4.21  100.00 ± 0.00 
T. atrobrunneum 
SZMC 20869  42.19 ± 2.53  47.46 ± 2.08  37.83 ± 0.17  38.40 ± 0.95  54.38 ± 1.98  100.00 ± 0.00  88.43 ± 4.27  18.02 ± 1.02  14.92 ± 1.89  42.26 ± 4.55  74.87 ± 7.34 
T. guizhouense 
SZMC 20762  63.69 ± 1.23  58.47 ± 5.30  47.91 ± 0.37  59.77 ± 1.79  97.42 ± 2.4  100.00 ± 0.00  100.00 ± 0.00  59.33 ± 0.53  57.84 ± 1.95  49.43 ± 3.03  100.00 ± 0.00 
T. virens   
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Figure 2. Extracellular enzyme activities of Trichoderma  strains  in  liquid minimal and maize stem 
medium (mean + SE, n = 3). A: β‐glucosidase, B: cellobiohydrolase, C: phosphatase. 



























































produce  β‐glucosidase,  cellobiohydrolase,  β‐xylosidase,  and  phosphatase  activities  on  all  four 
examined stem residues. Although the industrial strain of T. reesei produced larger amounts of β‐

















Agronomy 2020, 10, 220  14  of  19 
 
Changes  in  the  soil macroelement, microelement, and humus  content were monitored  three 
times during the cultivation (Table 2). The initial potassium, sodium, and manganese contents of the 
total area determined from soil samples taken on 11th May were 669 mg kg−1, 99 mg kg−1, and 13 mg 




tomato  fruit  crop  yields  per  row were  22,470  g  and  22,810  g  for  the  control  and  treated  rows, 
respectively; however, the increase in the crop size in the case of the treated rows did not prove to be 




and  T.  atrobrunneum)  and  two  bacteria  (A.  vinelandii  and  S.  albus)  with  potentially  synergistic 
beneficial effects. 
Members  of  the  genus Trichoderma  are  geographically widespread  filamentous  ascomycetes 
from Hypocreales  [21], which have  long been known as agriculturally  important, beneficial  fungi 
with antagonistic abilities toward plant pathogenic fungi. Trichoderma antagonism is based on a series 
of  different  mechanisms  including  the  competition  for  space  and  nutrients,  antibiosis, 









  Parameter   Measure  Sampling Time  Mean ± SD       Control Rows  Treated Rows 
Humus  m/m %  I.  1.89 ± 0.04  1.98 ± 0.11     II.  1.57 ± 0.09  1.90 ± 0.33     III.  1.90 ± 0.10  1.93 ± 0.19 
P2O5  mg kg−1  I.  2478.33 ± 182.57  1895.88 ± 125.12     II.  1677.67 ± 69.04  1546.88 ± 135.31     III.  1694.00 ± 86.41  1145.25 ± 368.56 
K2O  mg kg−1  I.  702.67 ± 23.70  558.00 ± 76.90 *     II.  701.67 ± 26.66  451.75 ± 64.14 ***     III.  821.33 ± 54.63  480.13 ± 85.53 **** 
SO4‐S  mg kg−1  I.  16.33 ± 0.47  17.00 ± 1.22     II.  15.00 ± 0.82  16.88 ± 2.32     III.  7.33 ± 0.94  7.25 ± 2.11 
NOx‐N  mg kg−1  I.  3.93 ± 0.54  4.68 ± 0.96     II.  4.67 ± 1.96  4.64 ± 1.25     III.  5.17 ± 0.66  5.24 ± 1.96 
Na  mg kg−1  I.  49.33 ± 0.94  45.00 ± 4.00     II.  45.00 ± 12.75  25.88 ± 12.69 *     III.  46.33 ± 4.11  33.88 ± 5.37 
Mg  mg kg−1  I.  209.67 ± 2.62  220.75 ± 2.59     II.  194.33 ± 8.22  194.75 ± 12.16 
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    III.  229.00 ± 11.22  213.38 ± 25.70 
Mn  mg kg−1  I.  14.33 ± 2.05  10.75 ± 0.66     II.  19.33 ± 1.25  17.63 ± 1.58     III.  19.67 ± 1.25  15.88 ± 3.18 * 
Zn  mg kg‐1  I.  6.20 ± 0.78  5.75 ± 0.72     II.  5.70 ± 0.37  6.44 ± 0.74     III.  4.73 ± 0.40  5.11 ± 1.16 
Cu  mg kg‐1  I.  6.23 ± 1.11  4.36 ± 0.44 
    II.  8.20 ± 0.33  7.76 ± 0.44 




due  to  its good  in vitro antagonistic performance against different plant pathogenic  fungi and  its 
abilities  to  promote  the  growth  of  tomato  plants  and  increase  their  photosynthetic  activities. 





to  salt  stress.  In our  study, T.  asperellum  strain SZMC  20786  showed positive  effects on  the CO2 
assimilation,  total  sugar  content,  and  the  photochemical  quenching  coefficient  of  tomato  leaves. 
Similar  results were obtained by Doni  et al.  [34], who  found plant growth promotion as well  as 






[38,39].  In  accordance  with  these,  another  Trichoderma  component,  a  T.  atrobrunneum  isolate 





providing  plant  roots with  bioavailable  nitrogen  source  [40].  This  aerobic  bacterium  possesses 
various protection mechanisms  for nitrogenase against oxygen, which  include alginate  formation 
[41]. Furthermore, phytohormone and siderophore synthesis as well as phosphate solubilization are 
also  among  the  abilities  of  Azotobacter  species.  These  properties were  suggested  to  be  directly 
involved  in their plant growth promotion effect  [42]. Considering  the above  facts, an A. vinelandii 
strain has also been included in the soil inoculant. 
As  peroxidases  were  shown  to  play  an  important  role  in  the  humification  properties  of 
Streptomyces species [43], the potential humus‐producing component of the bioinoculant was selected 
from  Streptomyces  isolates with  a  peroxidase  assay, which  revealed  a  S.  albus  strain  as  the  best 
peroxidase‐producing  isolate.  The  species  S.  albus  is  among  the  geographically  most  widely 
distributed members of the genus Streptomyces; it could be isolated from various habitats including 
sea  sediments,  sponges,  and  insects  [44].  This  species  was  shown  to  be  able  to  biosynthesize 
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promotion  and biological  control of  soil‐borne diseases  in pepper  and  tomato  [47],  as well  as  to 
increase rice yields  [48], or the application of a mixture of  fluorescent pseudomonads  to suppress 
take‐all disease of wheat [49]. There are also examples of co‐application of fungi and bacteria, for 









against  plant  pathogenic  fungi,  phosphorous mobilization,  stem  degradation,  humification,  and 
nitrogen fixation) of different microorganisms into a preparation, which may also have the potential 
to exert an increased consistency of field performance under various environmental conditions. The 
screening  strategy  performed  during  this  study  proved  to  be  applicable  for  the  assembly  of  a 
promising composite soil bioinoculant with notable application potentials. 
Author Contributions: H.A., P.K., C.V., L.M. and L.K. contributed  to  the design and  implementation of  the 
research and evaluation of  the  results, and participated  in  the preparation of  the manuscript; P.K. and L.K. 
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